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- Como predizer a importancia clinica
dos anticorpos eritrocitarios?

Neste E-book iremos abordar os testes imuno-hematologicos para a predicao
de significado clinico de anticorpos séricos ou ligados as hemacias, com foco
especial na classificacéo de subclasses IgG e a titulagcdo das subclasses IgG1
e 1gG3.

INTRODUCAO:

As cartelas de gel-teste revolucionaram a capacidade de prever o risco de
hemolise ocasionada por alo ou autoanticorpos anti-eritrocitarios, simplificando
a pratica em imuno-hematologia laboratorial.

Vamos desvendar juntos como a identificagédo dessas subclasses de IgG e a
guantificacao de seus titulos, sugerindo agueles que podem ser verdadeiros
“vilbes” ou “mocinhos” na historia do paciente, influenciam diretamente a
seguranca transfusional e o manejo clinico.
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m Anticorpos anti-eritrocitarios
e sua relevancia clinica

Paracomecar, é fundamentalcompreender: o gue tornaumanticorpo eritrocitario
clinicamente relevante?

Por definicao, anticorpos com significado clinico: “sdo anticorpos
(alo ou auto) capazes de iniciar / acelerar destruicdo celular das
hemacias transfundidas, assim como autdlogas. Podem causar
eventos adversos apos transfusdo ou transplante de componentes
sanguineos e / ou podem causar doenga hemolitica do feto e do
recém-nascido.”

Isso significa que nem todo anticorpo detectado nos testes laboratoriais,
como no teste direto (TAD) ou indireto da antiglobulina humana (pesquisa de
anticorpos irregulares ou PAl), realizados no sangue de um paciente representa
uma ameaca imediata. A verdadeira importancia reside nesses anticorpos
de causar hemalise in vivo, seja em transfusdes subsequentes, gravidez ou
anemias hemoliticas autoimunes.

A avaliacao da relevancia clinica de um anticorpo nao € demonstrada apenas
pela “positividade” encontrada nos testes imuno-hematoldgicos de triagem/
identificacdo de anticorpos ou nas provas cruzadas pré-transfusionais, mas
sim, envolve diversos fatores interdependentes, relacionados aos antigenos e
anticorpos:

1.1 - FATORES DEPENDENTES DO ANTIGENO

® Localizacao dos antigenos na membrana eritrocitaria: Onde o antigeno esta
situado pode influenciar a acessibilidade e a eficacia da ligacdo do anticorpo.

* Quantidade de Anticorpo/Complemento que se liga ao antigeno membranar:
Uma maior quantidade de ligagdo geralmente correlaciona-se com um maior
potencial de dano.

* Presenca do antigeno em outros tecidos/fluidos: Se o0 antigeno estiver
presente em outros locais, a reacao pode ter implicacbes mais amplas.
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m Anticorpos anti-eritrocitarios
e sua relevancia clinica

1.2 - FATORES DEPENDENTES DO ANTICORPO

® Auto ou Aloanticorpo: Se € produzido contra os préprios globulos vermelhos
(auto) ou contra antigenos de outros individuos (alo).

® Classe e Subclasse de IgG: Este € 0 alvo da nossa discussao, pois diferentes
subclasses possuem distintas capacidades efetoras.

® Capacidade de fixar Complemento: A ativacdo do sistema complemento é
um mecanismo potente de agravamento da hemalise e depende da classe do
anticorpo/ subclasse da IgG.

* Intensidade de reacao e reatividade em fase de antiglobulina humana:
Indicadores da forca da interacdo anticorpo-antigeno.

® Especificidade: Com base em dados de literatura e ensaios in vitro.

Essa abordagem multifacetada é crucial para diferenciar anticorpos que sao
meros “mocinhos” (nao oferecem grande risco) dos verdadeiros “vilées” (com
alto potencial hemalitico).

PORTANTO: A pesquisa e caracterizacao de anticorpos anti-eritrocitarios
(aloanticorpos e autoanticorpos) sao fundamentais na imuno-hematologia para
garantir a segurancga transfusional, diagnosticar a Doenca Hemolitica Perinatal
(DHPN) e gerenciar Anemias Hemoliticas Autoimunes (AHAI). No entanto, a
simples presenca de um anticorpo IgG no Teste de Antiglobulina Direto (TAD) ou
Indireto (TAI) n&o é suficiente para prever a magnitude da destruigao eritrocitaria.

A chave para compreender o potencial patogénico reside na determinagao da
subclasse da imunoglobulina (IgG) envolvida, sendo as subclasses IgG1 e 1gG3
as mais importantes pois influenciam diretamente o mecanismo e a severidade
da hemolise.

Além disso, para uma predicao mais direta da destruicao eritrocitaria in vivo,
especialmente a extravascular, discutiremos uma outra ferramenta funcional
de grande valor, o Ensaio da Monocamada de Mondcitos ou Monocyte
Monolayer Assay.
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m O Papel Decisivo das Subclasses
de lgG: IgG1e igG3

As caracteristicas estruturais dos anticorpos, incluindo o isotipo, subclasse
e glicosilacdo, sao cruciais para determinar sua capacidade de ativar o
sistema complemento e, portanto, em agravar o processo de hemolise.

A 1gG, como a principal imunoglobulina no sangue, € fundamental na
resposta imune. No entanto, ela ndo € uma entidade Unica; é dividida em
guatro subclasses: IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. E, como um time de super-
herdis, nem todas as subclasses tém 0os mesmos poderes ou 0 mesmo
potencial destrutivo.

As subclasses possuem diferencas estruturais que determinam suas
capacidades efetoras, influenciando no mecanismo e a severidade da
hemolise.

U

IgG1 IgG2 IgG3 1gG4

Figura 01. Estruturas de diferentes subtipos de IgG
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21- CARACTERISTICAS DAS SUBCLASSES DE IgG

Subclasse IgG

Ativacao do Complemento

Interagcao com FcyR

Relevancia Clinica

@ Capaz de ativar a via classica do
complemento, embora de forma
menos eficiente que a IgG3.

@ Geralmente ndo progride até o

® Possui alta afinidade pelos
receptores Fcy ativadores (FcyR),
FcyRlla, FcyRllla) presentes
em fagocitos, sendo uma

® £ a subclasse mais comum na

Anemia hemolitica autoimune
(AHAI) do tipo quente

IgG1 | causa potente e consistente
complexo de atague @ membrana de hemdlise extravascular
(C5b-9), mas deposita C3b na clinicamente significativa.
superficie eritrocitaria, que atua
como uma potente opsonina,
potencializando a fagocitose.
® Ativa o complemento de forma ® Apresenta baixa afinidade pela @ E considerada a subclasse com o
muito fraca ou ineficiente. Sua maioria dos receptores Fcy menor potencial hemolitico.
estrutura molecular dificulta a ativadores.
lgG2 ligacéo de C1g. @ Se encontrada isoladamente,
raramente causa hemalise severa:
TAD positivo com pouca ou
nenhuma manifestacao clinica.
e E a mais eficiente na ativacao da @ Maior afinidade entre todas as ® Embora menos comum que a
via classica do complemento. subclasses pelos receptores IgG1, a IgG3 esta associada aos
Fey ativadores, mediando uma quadros mais graves de AHAI,
® Sua longa e flexivel regi&o fagocitose extremamente com hemélise mista (intravascular
de dobradica permite uma eficiente. e extravascular) e anemias
I9G3 excelente exposicao dos sitios profundas de répida instalagéo.
de ligagdo para C1lq, podendo
levar a formagéo do complexo
de ataque a membrana e,
consequentemente, a hemolise
intravascular aguda.
@ Ndo ativa a via classica do @ Possui afinidade moderada por @ Seu papel é complexo.
complemento. FcyRI, mas baixa afinidade pelos Isoladamente, a IgG4 é um fraco
demais receptores ativadores. mediador de hemolise. Em alguns
contextos, pode até competir
@ Curiosamente, pode interagir com com IgG1 e IgG3 pelos antigenos,
o receptor inibitorio FeyRllb. exercendo um efeito “bloqueador”
lgG4 e atenuando a hemdlise.

@ No entanto, sua presenca

nao exclui a possibilidade
de destruigao eritrocitaria,
especialmente em altas
concentracoes.

Tabela 01. Caracteristicas das Subclasses de IgG
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O Papel Decisivo das Subclasses
de lgG: IgG1e lgG3

Figura 02. Interacdo da IgG com moléculas efetoras Fc. Representacdo esquematica da IgG e
de todas as moléculas que interagem com Fc (componente do complemento (C1q), receptores
Fc gama (FcyR), receptor Fc neonatal (FcRn), motivo tripartido 21 (Trim21) e moléculas
semelhantes a receptores Fc (FCRL) 4 e 5), por meio das quais 0s anticorpos exercem sua
atividade biolégica Para cada ligante, o sitio de ligacao na IgG e a estequiometria da interacao
com a IgG sao indicados. As estrelas vermelhas representam o sitio de ligacao da IgG nas
moléculas efetoras Fc.

De Taeye, Steven & Rispens, Theo & Vidarsson, Gestur. (2019). The Ligands for Human IgG and
Their Effector Functions. Antibodies. 8. 30. 10.3330/antib8020030.

As diferentes subclasses tém diferentes funcdes efetoras, tanto em termos de ativagao
de células que expressam FcyR, resultando em fagocitose ou citotoxicidade mediada por
células dependente de anticorpos, quanto em ativacao do complemento.

As regides Fc também contém um epitopo de ligagao para o receptor Fc neonatal (FcRn),
responsavel pela meia-vida estendida, transporte placentario e transporte bidirecional de
IgG para superficies mucosas.

Implicacdes para doencas e terapéuticas: A compreensao das diferencas entre subclasses e
alotipos de IgG pode fornecer insights sobre a suscetibilidade a varias doengas (infecciosas,
aloimunes e autoimunes) e potencialmente melhorar as terapias baseadas em anticorpos.
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m O Papel Decisivo das Subclasses
de lgG: IgG1elgG3

Resumindo: Aqui € onde as subclasses IgG1 e IgG3 se destacam como 0s
mais formidaveis “vilées” potenciais em termos de capacidade hemolitica:

® Ativacao do Sistema Complemento: As subclasses Ig6G1 e 1gG3 sao
reconhecidas como as mais eficientes em ativar a via classica do sistema
complemento, principalmente devido a sua forte ligacdo ao C1q.

¢ A ativacao do complemento pode levar a:

= Lise intravascular direta dos eritrécitos: Destruicdo das células
vermelhas dentro dos vasos sanguineos.

= Opsonizagao: Revestimento dos eritrocitos, tornando-os alvos
para a destruigdo por macréfagos no bago e figado (hemalise
extravascular).

® Ligacao a Receptores Fc: IgG1l e IgG3 também possuem alta afinidade por
receptores Fc (FcyR) presentes em células fagociticas, como macrofagos.
Essa ligacao facilita enormemente a remocao dos eritrocitos sensibilizados da
circulacao, contribuindo para a hemalise extravascular.

® Por outro lado, 1962 e 1964 mostram capacidades reduzidas de ativagcao
do complemento e menos afinidade por receptores Fc, tornando-0s menos
propensos a causar hemalise significativa, mesmo quando presentes.

® A compreensao dessas diferengas é vital, pois a simples presenca de I1gG
nao é suficiente; é preciso saber qual subclasse de IgG esta presente.
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Protocolo de Testes para Predicao do Significado
Clinico de Anticorpos utilizando Cartelas Bio-Rad

A jornada para desvendar o significado clinico dos anticorpos anti-eritrocitarios
segue um protocolo que combina a detecgao inicial, a identificacdo das
subclasses e a quantificagdo do risco, culminando, se necessario, em uma
avaliacao funcional. Atecnologia em gel, como as cartelas Bio-Rad, revolucionou
essa pratica, simplificando os procedimentos.

Predicao da Severidade da Hemoélise em
Diferentes Cenarios Clinicos

A aplicagao pratica dessa analise detalhada das subclasses de IgG e da titulacao
¢ vasta e impacta diretamente a seguranca do paciente em diversas situacoes.

3.1- IMPLICAGCOES CLINICAS NA ANEMIA HEMOLITICA
AUTOIMUNE (AHAI)

Na AHAI do tipo quente, a identificacdo da subclasse do autoanticorpo IgG € um
forte indicador prognaéstico:

* Predominancia de IgG1 e/ou IgG3: Geralmente correlaciona-se com hemolise
ativa e anemia clinicamente significativa, exigindo intervencao terapéutica. A
presenca de IgG3 sinaliza um risco aumentado para crises hemoliticas agudas
e severas.

* Predominancia de 1gG2 ou IgG4: Pode explicar casos de TAD positivo
persistente com hemadlise compensada ou ausente. Esses pacientes podem
nao necessitar de tratamento imediato, mas requerem monitoramento.

* Combinacao de Subclasses: A presenca simultanea de multiplas subclasses
(ex: IgG1 + 1gG3) pode resultar em um gquadro hemolitico complexo e de dificil
manejo.

Dessa forma, a distingdo € um divisor de aguas, permitindo focar a atengéo e
o tratamento nos pacientes que realmente correm risco de hemalise, enquanto
evita intervencdes desnecessarias para aqueles com achados de laboratorio
menos significativos.
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Protocolo de Testes para Predicao do Significado
Clinico de Anticorpos utilizando Cartelas Bio-Rad

3.2 - IMPLICACOES CLIiNICAS NA PRESENCA
DE ALOANTICORPOS

Hemolise Pos-Transfusional ou Fetal/Neonatal:

Sabendo-se da complexidade da membrana eritrocitaria e dos numerosos
sistemas de grupos sanguineos e 0s antigenos eritrocitarios, a aloimunizagcao
pode dificultar a selecao de glébulos para transfusdo bem como o0 manejo das
gestantes aloimunizadas.

Em alguns casos, somente identificar a especificidade do anticorpo pode nao
ser suficiente para a predicao do significado clinico dos aloanticorpos.

Pacientes que apresentam anticorpos dirigidos a antigenos de alta frequéncia
populacional ou multiplos aloanticorpos podem necessitar urgentemente de
transfusdo sanguinea, limitando a disponibilidade de unidades raras.

Nessas situacoes, avaliar in vitro a relevancia bioldgica dos anticorpos anti-
eritrocitarios pode ser uma ferramenta importante para atender as necessidades
de transfusao.

A identificacdo das subclasses 1gG1/IgG3 € um “mocinho” que nos ajuda
a respirar mais aliviado em situacdes onde, a primeira vista, um teste da
antiglobulina humana positivo (direto ou indireto) poderia causar preocupagao
excessiva.

A auséncia dessas subclasses de alto risco pode, em muitos casos, afastar a
necessidade de transfusdes imediatas, alteracao de protocolos de tratamento
ou monitoramento intensivo.
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m O Ensaio da Monocamada de Mondcitos
(MMA) como Ferramenta Funcional

Enquanto a determinacao da subclasse de IgG oferece um forte indicio do
potencial hemoalitico, ela permanece uma avaliagao indireta. Para uma predicao
mais direta da destruicao eritrocitaria in vivo, especialmente a extravascular, o
Ensaio da Monocamada de Mondcitos ou Monocyte Monolayer Assay (MMA),
surge como uma ferramenta funcional de grande valor tanto para as situagdes
de autoanticorpos ou aloanticorpos.

O que é o Teste da Monocamada de Mondcitos?

0O MMA é um ensaio in vitro que simula o principal evento da hemolise
extravascular: a fagocitose de eritrocitos opsonizados por macrofagos do
sistema reticuloendotelial.

O principio do teste consiste em:

1. Isolar mondcitos de um doador de sangue saudével e cultiva-los
em uma lamina ou placa de cultura, onde eles aderem e formam
uma “monocamada”.

2. Sensibilizar eritrécitos-alvo (do doador da transfusdo ou
fendtipos de interesse) com o plasma do paciente contendo o
anticorpo em estudo.

3. Incubar os eritrécitos sensibilizados com a monocamada de
monocitos.

4. Apdsaincubacéo, quantificaraatividade fagocitéaria, geralmente
expressa como um indice de fagocitose (numero de eritrocitos
fagocitados por 100 monocitos).

Um resultado positivo no MMA (indice de fagocitose acima de um limiar
pré-definido, geralmente >5%) indica que o anticorpo é capaz de mediar
eficientemente a destruicéo celular por fagocitos, prevendo uma hemaolise
extravascular clinicamente significativa.
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m O Ensaio da Monocamada de Mondcitos
(MMA) como Ferramenta Funcional

41 - TECNICA MMA (MONOCYTE MONOLAYER ASSAY)

Plasma layer
Peripheral blood
PBMC and basophils -
Ficoll-Paque layer
Packed erythrocytes/
l granulocytes

Doador masculino

Hemacias bolsa
+ Soro paciente com —) m—)
anticorpo a ser avaliado
KA _ Monocyte index ou indice
% monocitario (IM)

Figura 03. Esquema de técnica MMA

Aplicacao na Predicao de Reacoes Transfusionais

A principal utilidade do MMA é determinar o significado clinico de aloanticorpos,
especialmente aqueles com reatividade variavel descrita na literatura. Ele
responde a pergunta critica: “Se eu transfundir sangue antigeno-positivo para
este paciente, havera destruigao eritrocitaria clinicamente relevante?”.

Um MMA positivo sugere um alto risco de reacao hemolitica transfusional tardia,
justificando a busca por unidades de sangue antigeno-negativas, mesmo que
raras. Por outro lado, um MMA negativo sugere que a transfusao de unidades
antigeno-positivas, compativeis na prova de compatibilidade, provavelmente
sera segura, otimizando o uso do estoque de sangue.

Analise Comparativa: Vantagens e Limitacoes

0O MMA néo substitui os testes soroldgicos, mas 0s complementa. Sua posicao
deve ser entendida em comparacao com 0os meétodos padrao.
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m O Ensaio da Monocamada de Mondcitos
(MMA) como Ferramenta Funcional

4.2 - VANTAGENS DO MMA

e Medida Funcional Direta

® Avalia o resultado biologico final (fagocitose), ndo apenas a presenca do
anticorpo.

e Alto Valor Preditivo

® Excelente correlacdo com a sobrevida de eritrocitos in vivo e a ocorréncia de
hemolise.

® Racionalizacao do Estoque: Ajuda a evitar a busca desnecessaria por unidades
de sangue raras quando o anticorpo nao é clinicamente significativo.

* Ferramenta de Decisao: Fornece dados objetivos para decisdes clinicas
complexas em transfusao e AHAI.

4.3 - LIMITACOES DO MMA

* Complexidade Técnica: Requer cultura celular, pessoal treinado e nao é
facilmente automatizavel.

* Disponibilidade Restrita: Realizado primariamente em laboratérios de
referéncia especializados.

® Variabilidade Bioldgica: A reatividade dos mondcitos pode variar entre 0s
doadores, exigindo controles rigorosos.

e Custo e Tempo: E mais caro e demorado que os testes soroldgicos de rotina.

Em conclusao, o melhor ensaio da Monocamada de Mondcitos € uma poderosa
adicdo ao arsenal do imuno-hematologista. Ele permite uma avaliagao funcional
gue vai além da sorologia, oferecendo uma visao mais clara do potencial
destrutivo de um anticorpo e guiando decisdes clinicas criticas para a seguranca
e 0 bem-estar do paciente.
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ﬂ Trabalhos apresentados nos Congressos
Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia e ISBT

Resumo de trabalhos apresentados nos Congressos Brasileiro de Hematologia e
Hemoterapia (2024 e 2025) e ISBT (2024 e 2025), com o objetivo de correlacionar
a presenca de subclasses IgG1 e IgG3 com a predigao de risco de hemolise (MMA)
no contexto dos aloanticorpos e autoanticorpos anti-eritrocitarios.

OBJETIVOS

1. Comparar a frequéncia das subclasses IgG1 e IgG3 em pacientes e
doadores de sangue que apresentam autoanticorpos eritrocitarios.

2. Comparar o comportamento in vitro de autoanticorpos IgG das
subclasses IgG1 e IgG3 versus subclasses nao IgG1 e IgG3.

3. Mapear a relevancia biologica de diferentes aloanticorpos
eritrocitarios (raros) comparando o comportamento in vitro com as
subclasses IgG1 e IgG3.

RESULTADOS (HEMO 2024)

® Pacientes: Um total de 42 pacientes apresentou TAD monoespecifica positiva
indicando IgG e foram incluidos no estudo

9,5% eram RN (rotina mae/RN)

21,4% apresentaram aloanticorpos irregulares no eluato,
sugerindo transfusdes recentes incompativeis

69,1% apresentaram autoanticorpos com eluato pan-reativo

Doadores de sangue: Um total de 68 doadores com TAD poliespecifica positiva
foram inicialmente selecionados g, destes, 27 confirmaram TAD monoespecifica
positiva com IgG e foram incluidos no estudo.
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Trabalhos apresentados nos Congressos
Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia e ISBT

Classificacao do Sujeito IgG1 e/ou IgG3 Nao IgG1 nem IgG3 Valor de p
Pacientes com auto-IgG (n=29) 15 14 <0,001
Doadores com auto-IgG (n=27) 1 26

MMA resultado (n=12)

IM>5% 5 2 0,07
IM<5% 1 4

Tabela 02. Classificacdes IgG

RESULTADOS (HEMO 2025)

Pacientes: Um total de 17 pacientes aloimunizados apresentando anticorpos
dirigidos a antigenos de alta ou baixa frequéncia foram incluidos no estudo.

1gG1 ou IgG3 Nao IgG1 ou IgG3
Frequéncia MMA IM > 5% Frequéncia MMA IM < 5%

Anti-Ge2 (n=7) 71,4% (n=5/7) 60% (n=3/5) 28,6% (n=2/7) 100%
Anti-Jo? (n=2) 50% (n=1/2) 100% (n=1/1) 50% (n=1/2) 100%
Anti-Yt® (n=2) 50% (n=1/2) 0 50% (n=1/2)* 0
Anti-Vel (n=1) 100% (n=1/1) 100% (n=1/1)

Anti-VS (n=1) 100% (n=1/1) 100% (n=1/1)

Anti-Lw? (n=1 100% (n=1/1) 100% (n=1/1)

Anti-Js® (n=1)

100% (n=1/1)

100% (n=1/1)

Anti-Jr? (n=1)

100% (n=1/1)*

0

Anti-hrs(n=1)

100% (n=1/1)

100% (n=1/1)

Tabela 03. Classificactes IgG | *Grau de aglutinagao < 1+ (aglutinagdo em coluna

IM: indice monocitario | MMA: Ensaio monocamada mondcitos
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DISCUSSOES

Uma das perguntas cruciais que efetuamos quando estamos diante de pacientes
com TAD positivo e detecgdo de autoanticorpos ligados as suas hemacias e/ou
autoanticorpos livres no soro do paciente é:

“Quando os autoanticorpos com Teste de Antiglobulina Direto (TAD)
positivo causardo hemdlise autoimune?”

Os resultados demonstraram frequéncia de autoanticorpos IgG1l ou 1gG3
muito maior entre 0s pacientes do que entre os doadores. Isso sugere que a
identificacdo de autoanticorpos nao IgG1l ou IgG3 aponta para um contexto
imunoldgico ndo patoldégico para o desenvolvimento de autoanticorpos.

Adicionalmente, os autoanticorpos IgG1 ou IgG3 apresentaram maior predicao
para a ocorréncia de hemolise, conforme demonstrado pelos testes funcionais
in vitro (MMA).

Outra grande preocupacgao na hemoterapia séo anticorpos dirigidos a antigenos
de alta frequéncia populacional, em que a importancia clinica dos anticorpos é
duvidosa.

Esses anticorpos podem estar envolvidos em reacoes transfusionais hemoliticas
de leves a severas, ou mesmo ausente. A busca por unidades negativas é
demorada e pode atrasar a transfusao.

“Quando os aloanticorpos contra antigenos de alta frequéncia
populacional causardo hemdalise autoimune?”

Os resultados demonstraram que as ferramentas discutidas nesse e-book tem
grande valor e pode sera solugao para que 0s laboratorios de Imuno-hematologia
consigam predizer o significado clinico dos anticorpos eritrocitarios.
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CONCLUSOES

® A determinacgdo da subclasse de IgG pode ser uma ferramenta Util na pratica
laboratorial, principalmente porgue a auséncia de anticorpos IgG1 ou IgG3
pode descartar hemolise imune.

® Doadores com TAD positivo e autoanticorpos da subclasse ndo IgG1 ou IgG3
nao precisam de acompanhamento especifico, pois o risco de desfecho
clinico é baixo. Doadores com autoanticorpos IgG1 ou IgG3 (incomum) devem
ser convocados para aconselhamento clinico.

* O MMA ¢ o padrao ouro para prever relevancia clinica dos anticorpos anti-
eritrocitarios, no entanto, a classificacao das subclasses IgG1 ou IgG3 tem
alta precisao para identificar casos positivos de MMA.

5.1 - IMPLICAGCOES PRATICAS E O FUTURO
DA IMUNO-HEMATOLOGIA

A integracado da analise de subclasses de IgG e da titulacdo em gel-testes no
diagnostico imuno-hematologico tem implicagcdes praticas importantes!

¢ Estratificacao de Risco Precisa: Permite aos médicos diferenciar com mais
confianga pacientes com alto, moderado ou baixo risco de hemdlise. Isso é
fundamental para um planejamento terapéutico adequado, seja na escolha
de unidades de sangue compativeis, no manejo da gravidez de alto risco ou
na instituicao de tratamentos para doencas autoimunes.

® Otimizagao de Recursos: Ao identificar com clareza 0os “mocinhos” entre 0s
anticorpos, evita-se a investigacao excessiva, tratamentos desnecessarios e
0 uso inadequado de recursos valiosos, beneficiando tanto o paciente quanto
0 sistema de saude.
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* Melhoria da Seguranca Transfusional: A capacidade de prever a severidade
da hemalise leva a transfusdes mais seguras, minimizando o risco de reacoes
transfusionais adversas e otimizando a selecao de hemocomponentes.

® Avanco na Pesquisa e Desenvolvimento: A compreensdo aprofundada
das caracteristicas dos anticorpos, impulsionada por essas técnicas, abre
caminho para o desenvolvimento de novos reagentes, méetodos de teste e até
mesmo terapias personalizadas em medicina transfusional.

CONCLUSAO

Uma Abordagem Holistica para a Saude do Paciente

Em suma, a analise detalhada dos alo e autoanticorpos eritrocitarios, com
foco nas subclasses de IgG (IgG1 e IgG3) e sua titulacao atraveés de técnicas
avancadas como a centrifugacao em gel, € um pilar da imuno-hematologia
moderna. Ela nos permite ir além da simples detecgdo de um anticorpo para
entender seu verdadeiro potencial patogénico.

Esta abordagem permite aos profissionais de saude:

1. Identificar os “vilées” com precisdo: Reconhecendo os anticorpos
gue representam um alto risco de hemalise devido a sua subclasse
(IgG1 e IgG3) e alta titulacao.

2. Tranquilizar-se sobre os “mocinhos”: Concluindo que outros anticorpos
ou subclasses (como IgG2 e 1gG4, ou IgG1l em baixos titulos) tém um
risco menor de causar problemas clinicos significativos.

3. Adotar um manejo clinico proativo e personalizado: Adaptando as
estratégias de transfusao, monitoramento da gravidez ou tratamento
de doencas autoimunes com base em evidéncias laboratoriais
solidas.
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Os trabalhos apresentados demonstram que a relevancia biologica dos
anticorpos pode variar. As ferramentas para avaliacao in vitro sdo necessarias
na necessidade urgente de transfusdes e no acompanhamento gestacional.

5.2 - IMUNO-HEMATOLOGIA
ABSTRACT NA INTEGRA HEMO 2024

Determinacao das Subclasses de IgG1l e IgG3 de Anticorpos de Globulos
Vermelhos: Uma Ferramenta Importante para a Previsdo da Hemodlise Imuno-
Mediada

Regina Cardoso?', Taynara Vieira', Alfredo Mendrone-Junior?, Carla Dinardo®
Fundacao Pro-Sangue Hemocentro de Sao Paulo, Brasil.

INTRODUCAO

Os anticorpos anti-eritrocitarios da classe IgG podem levar a hemalise em
pacientes, dependendo de muitos fatores, incluindo a capacidade de ativar a
cascata do complemento, a glicosilagéo do Fc, a especificidade do antigeno (no
caso de aloanticorpos) e a avidez do anticorpo, bem como a subclasse de IgG.

As IgGs, particularmente IgG1 e IgG3, sdo reconhecidas por células fagociticas
através de receptores Fc, encontrados em varias células endoteliais. Portanto,
0s GV revestidos com IgGl e IgG3 sao rapidamente reconhecidos para
fagocitose, levando a um maior potencial de destruicao dos GV.

Ferramentas laboratoriais que podem avaliar facilmente a quantidade e a
subclasse de IgGs revestidas nos GV podem ajudar a prever o risco de hemalise
em casos de anemia hemolitica autoimune devido a IgG (do “tipo quente”), em
casos de transfusbes incompativeis (como no risco de reagdes transfusionais
hemoliticas tardias) e em casos de doenga hemolitica do feto e do recém-
nascido.
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Varios métodos, como a técnica convencional em tubo (CTT), a tecnologia de
aglutinacao em coluna (CAT) ou a citometria de fluxo (FC), podem ser usados
para a detecao de imunoglobulinas e/ou fragmentos do complemento ligados
aos GV. Em comparacao com o CTT, o CAT € mais facil de realizar e ler, exigindo
menos volume de amostra e reagente. A FC é o método mais sensivel, mas
requer habilidades e materiais especificos gque ndo estdo prontamente
disponiveis em todos os laboratorios de transfusédo sanguinea.

OBJETIVOS DO ESTUDO
PRIMARIO

Correlacionar a presenca das subclasses de IgG1l e IgG3 com o risco de
hemolise no contexto de aloanticorpos e autoanticorpos eritrocitarios.

SECUNDARIO

1. Comparar a frequéncia das subclasses de IgG1 e IgG3 em pacientes
e doadores de sangue que apresentam autoanticorpos.

2.Comparar 0 comportamento in vitro de anticorpos IgG das
subclasses IgG1 e IgG3 versus subclasses nao-1gG1 e nao-1gG3.

3. Avaliar a frequéncia das subclasses de IgG1 e IgG3 em casos de
transfusdes incompativeis e doenca hemaolitica do feto e do recém-
nascido.

METODOS

Recrutamento e Testes de Pacientes e Doadores: Doadores de sangue e
pacientes que apresentavam teste de antiglobulina direta (TAD) poliespecifico
positivo (Bio-Rad, Cressier, cartao LISS/Coombs, ref. 004017) foram recrutados
para um estudo de 2 meses num hospital terciario. As amostras incluidas
foram testadas com eluicdo acida e apenas o0s eluatos gue reagiram com o
painel ou hemacias de prova reversa foram incluidos no estudo.
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Todos os doadores e pacientes selecionados foram subsequentemente
testados com cartdes de gel DAT monoespecificos (Bio-Rad, Cressier, cartao
DC Screening | com anti-IgG, -IgM, -IgA, -C3c, -C3d, ref. 004857), DAT IgG-
diluicdo (Bio-Rad, Cressier, ref. 004033), que indica a guantidade de IgG
ligada aos GV, e DAT IgG1/IgG3 (Bio-Rad, Cressier ref. 004043), que diferencia
ainda mais as subclasses de IgG1 e IgG3.

Um ensaio de monocamada de mondcitos (MMA) foi realizado em casos
selecionados com autoanticorpos IgG de GV e 0s resultados foram expressos
em termos de indice de monadcitos (IM).

Comparacoes Estatisticas: Pacientes e doadores que apresentavam
autoanticorpos IgG foram comparados quanto a frequéncia de IgG1 e 1gG3
usando o teste de qui-quadrado. IgGl e/ou IgG3 foram comparados a
grupos nao-lgG1 e ndo-IgG3 usando o teste exato de Fisher para as variaveis
categoricas, e o teste de Mann-Whitney para as variaveis continuas. Em todas
as comparacoes, um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS

Descricao da Populacao Estudada: Um total de 42 pacientes apresentou TAD
monoespecifico positivo indicando IgG e foram incluidos no estudo. Destes,
4 (9,5%) eram recém-nascidos (RN) e os testes foram realizados como parte
da rotina mae/RN. Os outros pacientes (n=38) apresentavam um DAT positivo.

Os eluatos dos pacientes revelaram ou anticorpos irregulares com a mesma
especificidade detectada na triagem e identificacao de anticorpos irregulares,
sugerindo transfusdes incompativeis recentes (n=9, 21,4%), ou IgGs com pan-
aglutinagcéo (n=29, 69%,).

Um total de 68 doadores que apresentavam um TAD poliespecifico positivo
foram inicialmente selecionados para o estudo e, destes, 27 confirmaram TAD
monoespecifico positivo com IgG e foram incluidos no estudo.
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Pacientes Recém-Nascidos (RN): Dos RN incluidos (n=4), os seguintes
anticorpos foram identificados no eluato: anti-D (n=1), anti-C (n=1), anti-A
(n=1) e anti-B (n=1).

Nenhum dos RN apresentou ictericia inesperada para justificar a quantificacao
de bilirrubina. A fototerapia também nao foi indicada para nenhum deles.
IgG1 e IgG3 nao foram detectadas em todos 0s casos e C3d também estava
ausente na membrana dos GV.

Reacado Transfusional Hemolitica Tardia (RTHT) Soroldgica: Nove pacientes
tinham TAD positivo e anticorpos irregulares na membrana dos GV: anti-Jk@ (n=1),
anti-Jk® (n=1), anti-Fy? (n=3), anti-E (n=2), anti-Fy? -c (n=1) e anti-c,-E (n=1).

A identificagao de anticorpos foi solicitada como teste pré-transfusional para
uma nova transfusao de GV e nenhum dos pacientes havia sido transfundido
recentemente no centro de referéncia, sugerindo transfusdes incompativeis
noutros servigos de saude e reacgdes transfusionais serolégicas. Nenhum dos
anticorpos envolvidos era IgG1 ou 1gG3. Apenas um caso (anti-Jkb) teve C3d
concomitante na membrana dos GV.

Pacientes com Autoanticorpos IgG: Dos 23 pacientes que apresentavam
autoanticorpos da classe IgG, 15 (51,7%) apresentavam IgG1 ou IgG3 e 14
(48,3%) nao tinham IgG1l nem IgG3. C3d foi concomitante em 7 (46,7%)
pacientes com IgG1l ou IgG3 e em 3 (21,4%) pacientes sem IgG1l ou IgG3.
Entre os 27 doadores de sangue que apresentavam autoanticorpos IgG, 26
(96,3%) nao apresentavam IgG1l nem IgG3.

Uma significancia estatistica notavel foi observada quando a frequéncia de IgG1
e IgG3 foi comparada entre doadores e pacientes (p<0,001, Tabela 4). A presenca
de subclasses de autoanticorpos IgG1l ou IgG3 exibiu uma sensibilidade de
51,7%, especificidade de 96,3%, valor preditivo positivo (VPP) de 93% e valor
preditivo negativo de 65% para distinguir doadores e pacientes com TAD IgG
positivo.
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Classificacao do Sujeito IgG1 e/ou IgG3 Nao IgG1 nem IgG3 Valor de p
Pacientes com auto-IgG (n=29) 15 14 <0,001
Doadores com auto-IgG (n=27) 1 26

MMA resultado (n=12)

IM>5% 5 2 0,07

IM<5% 1 4

Tabela 4. Comparacéo da presenca de IgG1 e IgG3 num cenario clinico

A presenca concomitante de C3d na membrana dos GV nao diferiu
significativamente entre autoanticorpos das subclasses IgG1 ou IgG3 e nao-
IgG1 e ndo-1gG3 (Tabela 5). Além disso, a presenca de anticorpos irregulares
nas amostras gue apresentavam autoanticorpos IgG1l ou IgG3 nao diferiu
estatisticamente dos autoanticorpos ndo-IgG1 e ndo-1gG3 (Tabela 5). No entanto,
autoanticorpos IgG1 ou IgG3 foram associados a pontuacdes de aglutinacao
significativamente mais altas no DAT (p=0,01, Tabela 5).

IgG1 e/ou igG3 Nao IgG1 nem IgG3 Valor de p

Presencga de complemento

C3d+ (n=10) 7 3 0,1

C3d- (n=16) 5 11

Aloanticorpos associados

Com aloanticorpos (n=14) 7 7 0,22
Sem aloanticorpos (n=9) 2 7
Intensidade de aglutinacao (n=29) 211,5* 139,5*% 0,01174

Tabela 5. Comparacéo de achados imuno-hematolégicos entre autoanticorpos IgG1 ou IgG3 e
autoanticorpos nao-lgG1 e ndo-IgG3 - *Soma das forgas de reacao do TAD entre cada grupo.
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0 MMA foi realizado em 12 casos. A diferenca entre IgG1 ou IgG3 versus nao-
IgG1 ou IgG3 resultando num indice de mondcitos (IM) positivo (>5%) foi de
83,3% versus 33,3%. O valor de p foi de 0,07, refletindo o tamanho restrito da
amostra.

DESTAQUES DO ESTUDO

® A presenca de anticorpos das subclasses ndo-IgG1 e nao-lgG3 foi associada
a casos benignos de reagdes transfusionais serologicas e doenga hemolitica
do feto e recém-nascidos.

® A frequéncia de autoanticorpos IgG1 ou IgG3 foi muito maior entre pacientes
do que doadores. Isso sugere que a identificagcdo de autoanticorpos nao-
IgG1l e nao-IgG3 aponta para um contexto imune nao patoldgico para o
desenvolvimento de autoanticorpos.

® Autoanticorpos IgG1 ou IgG3 apresentaram uma maior previsao de hemalise,
conforme demonstrado por testes funcionais in vitro.

CONCLUSOES CLINICAS

® Adeterminacao da subclasse de IgG pode ser uma ferramenta Util nas praticas
laboratoriais, porque a auséncia de IgG1 e IgG3 pode excluir hemolise evidente
e anemia clinica.

® Doadores com TAD positivo e autoanticorpos das subclasses nao-IgG1 e nao-
IgG3 ndo necessitam de acompanhamento especifico.

® Pelo contrario, doadores com autoanticorpos IgG1 ou IgG3 (incomum) devem
ser encaminhados para aconselhamento clinico.
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5.3 - IMUNO-HEMATOLOGIA
ABSTRACT NA INTEGRA HEMO 2024

Previsao do Risco de Hemdlise Imune Pés-Transfusdo: Correlacdo entre a
Presenca das Subclasses IgG1 ou IgG3 e resultados de Ensaios Celulares In Vitro.

Cardoso, R; Vieira, T; Nivardo, CS; Conrado, MCAV; Alves, A.M.C, Reggiani, A;
Mendrone-Junior, A; Rocha, V; Dinardo, CL. Fundacao Pro-Sangue Hemocentro
de Sao Paulo, Brasil

INTRODUCAO

Os anticorpos eritrocitarios da classe IgG podem levar a hemolise em
pacientes dependendo de varios fatores, incluindo a capacidade de ativar a
cascata do complemento, a glicosilacdo do Fc, a especificidade do antigeno
e a avidez do anticorpo, bem como a subclasse de IgG. Hemacias revestidas
com IgG1 e IgG3 sao rapidamente reconhecidas para fagocitose, levando a
um maior potencial de destruicdo dos globulos vermelhos.

Pacientes que apresentam anticorpos dirigidos a antigenos de alta frequéncia
ou multiplos anticorpos podem necessitar urgentemente de transfusao
sanguinea, limitando a disponibilidade de unidades raras de RBC. Nesses
casos, avaliar in vitro a relevancia biolégica dos anticorpos anti eritrocitarios
pode ser uma ferramenta importante para atender as necessidades de
transfusao.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi mapear a relevancia bioldgica de anticorpos
anti-eritrocitarios de diferentes especificidades usando testes de fagocitose
in vitro e verificar se a presenca das subclasses IgG1 ou IgG3 se correlaciona
com os resultados dos ensaios celulares.
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METODOS

Pacientes apresentando anticorpos direcionados a antigenos de alta
frequéncia ou de baixa frequéncia foram testados quanto a presenca das
subclasses IgG1 ou 1gG3 usando cartdes de gel IgG1/IgG3 projetados para
0 teste direto de antiglobulina e hemacias incompativeis sensibilizadas,
denominados aqui teste IAT modificado para IgG1l e IgG3. Um ensaio de
monocamada de monodcitos (MMA) foi testado em paralelo, e os resultados
foram expressos no indice de monaocitos (IM). Um resultado positivo no MMA,
significando risco de hemolise in vivo, foi considerado em casos de IM>5%.

RESULTADOS

Um total de 17 pacientes apresentando anticorpos contra antigenos de alta
frequéncia (anti-Ge2 n=7; anti-Jo® n=2; anti-Yt® n=2 e anti-Vel; anti-hrS; anti-
Jre e anti-Lw?, todos com n=1) ou antigenos de baixa frequéncia (anti-VS /
n=1) foram incluidos. Destes, 64% (n=11/17) testaram positivo para IgG1 ou
IgG3 e 62,5% (n=10/16) foram associados a IM>5% no MMA.

Os anticorpos anti-Vel; -VS; -hrS; -Jr® foram todos considerados relevantes
no MMA. 42,9% dos casos anti-Ge2 testaram positivo no MMA e 71,4% eram
IgG1 ou 1gG3. Metade dos casos anti-Yt® e anti-Jo? testaram positivo no
MMA. A presenca de IgG1l ou IgG3 correlacionou-se com os resultados do
MMA, apresentando sensibilidade de 78% (IC 95% 0,4-0,96) e valor preditivo
positivo (VPP) de 77%. Se fossem excluidas as amostras que reagiram muito
fracamente (w ou menos) na coluna de controle de IgG, a sensibilidade do
teste de IgG1 e IgG3 para detectar anticorpos relevantes aumentaria para
100% (IC95% 0,56-1) com valor preditivo negativo (VPN) de 100%.
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CONCLUSAO

1. A relevancia biologica dos anticorpos de hemécias varia e a
avaliagao in vitro da nocividade de certos anticorpos pode ser uma
ferramenta interessante para casos dificeis e com necessidade
urgente de transfusao;

2. Anti-Ge2 ¢é relatado na literatura como ndo prejudicial, mas a
presente analise in vitro desses anticorpos contradiz essa hipotese;

3. Embora o MMA seja o padrdo-ouro para prever a relevancia
clinica dos anticorpos de hemacias, a detecgao da presenca das
subclasses IgG1 ou IgG3 tem alta preciséo para identificar casos
positivos de MMA.
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m Algoritmo de Interpretacio do Teste de
Antiglobulina Direta (TAD) com Presenca de IgG

Este algoritmo serve como um guia para a avaliacdo da significancia clinica
dos resultados do TAD, especialmente quando a IgG esta envolvida.

m REALIZAGAO DO TESTE INICIAL

Teste: Teste direto de antiglobulina (TAD) usando cartdo LISS/Coombs
(anti-IlgG+C3d)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d

mosenoo1 o s o 1

IgG presente

/./

4

b
B

Qual o significado clinico?
I

Anti-IgG Anti-IgG
>= 2+ <=2+
m DETERMINACAO CLASSE DO ANTICORPO FRAGCAO DE
COMPLEMENTO (DC Screening | ou DC Screening Il)

Resultado: Presenca de IgG.
Questao Fundamental: Existe significancia clinica?
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m AVALIACAO DA FORGA DA REACAO ANTI-IgG

® Se Anti-lgG for <= 2+

= Resultado: Risco baixo para hemolise.

= Significado: Uma reacdo fraca ou ausente de Anti-IgG sugere que,
embora a IgG esteja presente, sua ligacao aos eritrocitos pode nao ser
suficiente para causar hemalise clinicamente significativa.

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IlgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-IgG,-C3d ,Ctl

¥
2
~F
)

IgG presente

Qual o significado clinico?

|
Anti-IgG
>= 2+

Diluicao TAD IgG

® Se Anti-lgG for >= 2+

= Procede-se para o Teste de Diluicdo de IgG (DAT IgG Dilution).

= Significado: Uma reagdo mais forte de Anti-IgG (>= 2+) indica uma maior
ligacéo de IgG aos eritrocitos, o que levanta a possibilidade de hemolise e
requer investigacao adicional para quantificacdo dos anticorpos.

BIO RAD Bio-Rad - Algoritmo: Como predizer o significado clinico dos anticorpos eritrocitarios? ¢ 31


https://www.bio-rad.com/

AVALIACAO DA TITULACAO DE IgG
SRR (Para casos de Anti-IgG >= 2+)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-lIgG,-C3d ,Ctl

L/

&
o

.

IgG presente

!

Qual o significado clinico? .

Anti-lgG
>=2+

Diluicao TAD IgG

£ D

« Titulacao de IgG do TAD for < 1:30
« Titulacao de IgG do TAD for > 1:30
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AVALIACAO DA TITULACAO DE IgG
R (Para casos de Anti-IgG >= 2+)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-lgG,-C3d ,Ctl

I '
@,

L/

.

Qual o significado clinico?
Anti-IgG
>= 2+

Diluicao TAD IgG

d

A OLd
A Olg

‘ ' Baixo risco de hemolise

¢ Se a Titulagao de IgG do TAD for < 1:30

= Resultado: Risco baixo para hemolise
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AVALIACAO DA TITULACAO DE IgG
SRR (Para casos de Anti-IgG >= 2+)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-IgG,-C3d ,Ctl

IgG presente

L/

¥
o

.

!

Qual o significado clinico? .
Anti-lgG
>=2+

| DiluicaoTAD IgG

Diluicao TAD IgG
I

TAD IgG1/1gG3

¢ Se a Titulacao de IgG do TAD for > 1:30

= Encaminhamento: Procede-se o Teste
de DAT IgG1/1gG3.

= Significado: Isso sugere um risco
aumentado de hemdlise e justifica uma
investigacdo mais aprofundada sobre
as subclasses de IgG envolvidas.
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m AVALIACAO DA SUBCLASSE IGG: IgG1/IgG3
(Para casos de Titulo de IgG do TAD> 1:30)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |
Triagem DC | ou DC Il Anti-lgG,-C3d ,Ctl
| ¥
3
lgG presente ! &,"

d

Qual o significado clinico? .

|
Anti-IgG
>=2+

Diluicao TAD IgG
I

TAD I1gG1/1gG3

® Para os casos com alto titulo de IgG, a proxima etapa é analisar as subclasses
IgG1l e 1gG3, que sao clinicamente mais relevantes para a ativagdao do
complemento e, consequentemente, causar hemolise.

= SearelacaolgG1l/igG3 for 1:1
= Searelagao lgG1/1gG3 for 1:100
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m AVALIACAO DA SUBCLASSE IGG: IgG1/IgG3
(Para casos de Titulo de IgG do TAD> 1:30)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-lgG,-C3d ,Ctl

I ¥
g
IgG presente N~
. .. =~

Qual o significado clinico? _‘

Anti- IgG
>= 2+
D|IU|gao TAD IgG

TAD IgG1/1gG3

o

’ Moderado risco para hemolise

4

‘

e Se arelacao IgG1/IgG3 for 1:1

= Resultado: Risco moderado para hemoalise.
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m AVALIACAO DA SUBCLASSE IGG: IgG1/IgG3
(Para casos de Titulo de IgG do TAD> 1:30)

TAD (Teste de
Antiglobulina
Humana Direto)

LISS/Coombs
Anti-IgG, -IgA, -IgM, -C3c, -C3d |

Triagem DC | ou DC Il Anti-lgG,-C3d ,Ctl

I '\
@,

o

.

Qual o significado clinico?

d

I
Anti-IgG
>= 2+

|

Diluicao TAD IgG
L

TAD IgG1/IgG3

Q@)W Aito risco para hemdlise

A Olg

A IO[ 4

* Se arelagao IgG1/IgG3 for 1:100

= Resultado: Risco alto para hemalise.

= Significado: A IgG3 ¢ particularmente eficiente na ativacdo do
complemento, o que pode levar a uma hemaolise mais severa e rapida.
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_ RESUMO DOS POSSIVEIS RESULTADOS
FINAIS E RISCOS ASSOCIADOS:

1 - Baixo Risco para Hemolise:
Anti-IlgG <= 2+
ou
Anti-lgG >= 2+ E Diluicao de IgG do TAD < 1:30

2 - Risco Moderado para Hemolise:
Anti-lgG >= 2+ E Diluicao de IgG do TAD > 1:30
E Relagdo TAD IgG1/1gG3 = 1:1

3 - Alto Risco para Hemdlise:
Anti-lgG >= 2+ E Diluicdo de IgG do DAT > 1:30
E Relacdo TAD IgG1/IgG3 = 1:100
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